The sulfur-oxiding characteristics of chemoautotroph Thiomicrospira sp. S5 from a deep-sea hydrothermal vent by 吕洁
学校编码：10384                                        分类号  密级    
学    号：21620141152550                                      UDC                                                                             
 
 
 
  
 
 
硕 士 学 位 论 文 
 
深海热液区化能自养菌 Thiomicrospira sp. 
S5 硫氧化特征的研究 
The sulfur-oxiding characteristics of chemoautotroph 
Thiomicrospira sp. S5 from a deep-sea hydrothermal vent     
 
吕洁 
 
 指导老师姓名：邵宗泽 研究员 
        专  业 名 称：生物化学与分子生物学 
论文提交日期：2017年 05月 
论文答辩时间：2017年 05月 
学位授予日期：2017年 06月 
               答辩委员会主席：   
               评    阅    人：           
 
2017年 5月 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
厦门大学学位论文原创性声明 
 
本人呈交的学位论文是本人在导师指导下,独立完成的研究成果。
本人在论文写作中参考其他个人或集体已经发表的研究成果，均在文
中以适当方式明确标明，并符合法律规范和《厦门大学研究生学术活
动规范（试行）》。 
另外，该学位论文为（                            ）课题（组）
的研究成果，获得（               ）课题（组）经费或实验室的
资助，在（               ）实验室完成。（请在以上括号内填写课
题或课题组负责人或实验室名称，未有此项声明内容的，可以不作特
别声明。） 
 
声明人（签名）： 
          年   月   日 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
 厦门大学学位论文著作权使用声明 
 
本人同意厦门大学根据《中华人民共和国学位条例暂行实施办法》
等规定保留和使用此学位论文，并向主管部门或其指定机构送交学位
论文（包括纸质版和电子版），允许学位论文进入厦门大学图书馆及
其数据库被查阅、借阅。本人同意厦门大学将学位论文加入全国博士、
硕士学位论文共建单位数据库进行检索，将学位论文的标题和摘要汇
编出版，采用影印、缩印或者其它方式合理复制学位论文。 
本学位论文属于： 
（     ）1.经厦门大学保密委员会审查核定的保密学位论文，
于   年  月  日解密，解密后适用上述授权。 
（     ）2.不保密，适用上述授权。 
（请在以上相应括号内打“√”或填上相应内容。保密学位论文应
是已经厦门大学保密委员会审定过的学位论文，未经厦门大学保密委
员会审定的学位论文均为公开学位论文。此声明栏不填写的，默认为
公开学位论文，均适用上述授权。） 
 
 
                             声明人（签名）： 
年   月   日 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
厦门大学硕士学位论文 
I 
 
目录 
摘要............................................................................................................. 1 
Abstract ...................................................................................................... 3 
第一章 综述 .............................................................................................. 5 
1. 海洋硫元素循环 ............................................................................................... 5 
2. 深海热液区及其生物组成 ............................................................................... 6 
3. 硫氧化微生物 ................................................................................................... 9 
3.1 微生物的硫氧化途径及机制................................................................. 11 
3.2 深海热液区硫氧化微生物研究概况..................................................... 17 
4．热液区 Thiomicrospira 的研究进展 ............................................................. 19 
5. 本论文的研究内容和目的意义 ..................................................................... 21 
第二章 Thiomicrospira sp. S5 生理生化特点及硫氧化特征的研究 .. 23 
1. 材料 ................................................................................................................. 23 
1.1 菌株来源：............................................................................................. 23 
1.2 主要培养基及储液................................................................................. 23 
1.3 主要试剂及药品..................................................................................... 25 
1.4 主要仪器................................................................................................. 25 
1.5 其他常用溶液......................................................................................... 26 
2. 实验方法 ......................................................................................................... 27 
2.1 Thiomicrospira sp. S5 最适生长条件的测定 ......................................... 27 
2.2 硫氧化特征的研究................................................................................. 27 
2.3. 菌株 S5 在最适生长条件下理化特点的测定 ..................................... 28 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
深海热液区化能自养菌 Thiomicrospira sp. S5 硫氧化特征的研究 
II 
 
2.4 S5 利用氢气作为唯一能源的生长测定 ................................................ 30 
2.5 胞外积累单质硫的研究......................................................................... 30 
2.6 菌株 S5 异养生长的测定 ....................................................................... 30 
3. 结果与分析 ..................................................................................................... 31 
3.1 生理生化与硫氧化特征研究................................................................. 31 
3.2 胞外单质硫的产生................................................................................. 36 
4. 讨论 ................................................................................................................. 38 
第三章 Thiomicrospira sp. S5 基因组数据分析 .................................. 40 
1. 实验材料 ......................................................................................................... 40 
1.1 材料来源................................................................................................. 40 
1.2 生化试剂及药品..................................................................................... 40 
1.3 主要培养基和试剂................................................................................. 40 
1.4 主要仪器.................................................................................................. 40 
1.5 分析软件................................................................................................. 41 
1.6 主要引物................................................................................................. 41 
2. 实验方法 ......................................................................................................... 41 
2.1 菌落 PCR ................................................................................................ 41 
2.2 细菌基因组 DNA 的提取 ...................................................................... 42 
2.3 16S rRNA 基因的鉴定与系统发育树的构建........................................ 42 
2.4 细菌基因组完成图测序......................................................................... 42 
2.5 基因组注释.............................................................................................. 43 
3. 结果与分析 ..................................................................................................... 43 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
厦门大学硕士学位论文 
III 
 
3.1 16S 系统进化树 ...................................................................................... 43 
3.2 Thiomicrospira sp. S5 的基因组学特征 ................................................. 44 
3.3 比较基因结果......................................................................................... 45 
3.4 Thiomicrospira sp. S5 的主要代谢途径及机制分析 ............................. 48 
4. 讨论 ................................................................................................................. 53 
5. 小结与展望 ..................................................................................................... 54 
参考文献 .................................................................................................. 57 
致谢........................................................................................................... 66 
 
 
 
 
  
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
深海热液区化能自养菌 Thiomicrospira sp. S5 硫氧化特征的研究 
IV 
 
Contents 
Abstract in Chinese ................................................................................... 1 
Abstract in English ................................................................................... 3 
Chapter 1 Review ...................................................................................... 5 
1. Ocean sulfur cycle ............................................................................................. 5 
2. Deep sea hydrothermal area and biological composition .............................. 6 
3. Sulfur-oxidizing microorganisms .................................................................... 9 
3.1 sulfur oxidation and mechanisms of microorganisms.............................. 11 
3.2 Overview of sulfur oxidation microorganisms in deep sea hydrothermal 
zone ................................................................................................................ 17 
4．Advances in Thiomicrospira genus .............................................................. 19 
5. Contents and significances of this research .................................................. 21 
Chapter 2 Physiological and biochemical characteristics of 
Thiomicrospira sp. S5 and study  on sulfur oxidation characteristics
 ................................................................................................................... 23 
1. Material ............................................................................................................ 23 
1.1 Sample source .......................................................................................... 23 
1.2 Main medium and stock solutions ........................................................... 23 
1.3 Main reagents ........................................................................................... 25 
1.4 Main instruments ..................................................................................... 25 
1.5 Other commonly used solutions............................................................... 26 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
厦门大学硕士学位论文 
V 
 
2. Methods ............................................................................................................ 27 
2.1 Determination of optimum growth conditions for S5 .............................. 27 
2.2 Study on sulfur oxidation characteristics ................................................. 27 
2.3. Determination of S5 physiological characteristics under optium growth 
conditions ....................................................................................................... 28 
2.4 Determination of S5 growth using hydrogen as sole energy source ........ 30 
2.5 Study on extracellular sulfur accumulation ............................................. 30 
2.6 Determination heterotrophic growth of S5 .............................................. 30 
3. Results and analysis ........................................................................................ 31 
3.1 Study on physiological and sulfur-oxiding characteristics ...................... 31 
3.2 Analysis of extracellular sulfur accumulation.......................................... 36 
4. Discussion......................................................................................................... 38 
 Chapter 3 Genome data analysis of Thiomicrospira sp. S5 ............... 40 
1. Material ............................................................................................................ 40 
1.1 Sample source .......................................................................................... 40 
1.2 Biochemical reagents ............................................................................... 40 
1.3 Main medium and solutions ..................................................................... 40 
1.4 Main instruments ..................................................................................... 40 
1.5 Analysis software ..................................................................................... 41 
1.6 Main primer ............................................................................................. 41 
2. Methods ............................................................................................................ 41 
2.1 Colony PCR ............................................................................................. 41 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
深海热液区化能自养菌 Thiomicrospira sp. S5 硫氧化特征的研究 
VI 
 
2.2 DNA extraction of bacteria ...................................................................... 42 
2.3 Identification of 16S rRNA gene and construction of phylogenetic tree ..... 
........................................................................................................................ 42 
2.4 Complete genome sequence of bacteria ................................................... 42 
2.5 Genome annotation .................................................................................. 43 
3. Results and analysis ........................................................................................ 43 
3.1 Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene ............................................ 43 
3.2 The genome structure of Thiomicrospira sp. S5 ...................................... 44 
3.3 Results of comparative genome ............................................................... 45 
3.4 The main metabolic pathway and mechanism of Thiomicrospira sp. S5 48 
4. Discussion......................................................................................................... 53 
5. Summary and prospect ................................................................................... 54 
Reference ................................................................................................. 57 
Acknowledgement ................................................................................... 66 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
厦门大学硕士学位论文 
1 
 
摘要 
深海热液系统是地球上重要的生态系统之一， 也是近年来海洋科学的研究
热点。研究发现深海热液区含有大量的硫氧化细菌（Sulfur Oxidizing-Bacteria，
SOB）, 它们作为初级生产者，可以利用还原性的硫化物，如 H2S、单质硫或
硫代硫酸盐等作为能源，固定二氧化碳，介导能量转移，从而参与了热液系统
的能量代谢及物质循环。硫微螺菌属（Thiomicrospira）是广泛分布于热液生态
系统的一类化能自养硫氧化微生物，但由于样品采集及分离培养的困难性，国
内外科学家对该类群微生物的研究成果相对较少，对其参与热液环境硫元素循
环的认识尚不够全面。本研究以硫微螺菌 Thiomicrospira sp.S5 为研究对象，深
入开展了生理生化特点，硫氧化特征和基因组分析工作。该菌是目前第一株从
西南印度洋热液环境分离获得的硫微螺菌。 
生理生化特征研究表明 Thiomicrospira sp.S5 化能自养生长，最适生长条件
为： 微好氧（4% O2），3% NaCl 和温度 37℃；可以利用硫代硫酸盐、硫化物、
单质硫、硫氰酸盐和连四硫酸盐作为能源，这是第一次报道 Thiomicrospira 属
菌株可以利用硫氰酸盐作为硫源；除此之外，也可以利用氢气作为能源；菌株
S5 能利用一些氨基酸、有机酸、糖类等有机物作为碳源进行异养生长，但较之
自养生长的生物量低，说明其更倾向于自养生长。进一步研究了该菌的硫氧化
特性，Thiomicrospira sp.S5 分别以 Na2S2O3和 Na2S 作为唯一能源进行硫氧化的
最适浓度为 10mM 和 100μM。在最适生长条件下，分别以 Na2S2O3和 Na2S 为硫
源生长速率为 0.35 h-1和 0.59 h-1;以 Na2S2O3为硫源的硫氧化速率为 1.045mM/h。
此外，菌株 S5 氧化硫代硫酸盐过程中，在胞外可以累积单质硫，扫描电镜观
察形成的硫颗粒直径范围在 0.7~ 6.0μm，同时能谱分析这些硫颗粒主要含有 C
和 S 两种元素，其中硫元素含量高达 71.31%。全基因组测序分析显示
Thiomicrospira sp. S5 基因组共含有 2,770,466 个碱基序列，G+C 含量为 50.52%。
通过 RAST 进行基因注释，预测基因 2,574 个，其中 2,463 个编码蛋白基因，49 
tRNAs 和 12 rRNAs。该菌基因组含有编码卡尔文循环的所有酶，不同于
Thiomicrospira crunogena XCL-2 基因组中含有 2 个 I 型 1,5-二磷酸核酮糖羧化
酶/加氧酶和一个 II 型 1,5-二磷酸核酮糖羧化酶/加氧酶，该菌仅含有一个 II 型
1,5-二磷酸核酮糖羧化酶/加氧酶。基因组含有参与无机硫氧化的 Sox 复合酶系
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统（soxXA, soxY, soxB 和 soxCD) 和 sqr（sulfide quinone oxidoreductase）基因。
与同属内来自热液区的 Thiomicrospira crunogena XCL-2、Thiomicrospira sp. 
MA2-6 和 Thiomicrospira sp. XS5 进行比较基因组分析，结果表明菌株 S5 的基
因组与 Thiomicrospira sp. MA2-6 较为相似，而与 T. crunogena XCL-2 有较为明
显的差异，S5 的硫代谢较之更为复杂，还含有 flavocytochrome-c sulfide 
dehydrogenase （Fcc），胞内氧化蛋白(DsrE/DsrF)及同化硫酸盐还原途径的基因。
基于以上分析结果，推测菌株 S5 可以利用 Sqr 和 Fcc，氧化硫化物，产生单质
硫；也可以利用 Sox 复合酶系，不完全氧化硫代硫酸盐，产生单质硫。胞间隙
产生的单质硫分泌到胞外，形成硫颗粒，也可以被转运到胞内，利用同化的硫
酸盐还原途径，合成半胱氨酸。另外，菌株 S5 可以利用氢酶进行氢的氧化，
基因组中含有两类氢酶，分别为[NiFe] –hydrogenase group 1 和 group 2b, 均有较
高的氧耐受性，这些氢酶不同于 T. crunogena XCL-2 中发现的氢酶。 
前期研究已发现硫微螺菌是西南印度洋热液环境主要微生物类群，所以该类
群微生物可能在此热液系统的生物地球化学循环中扮演了重要的角色。研究结果
丰富了对海底热液系统化能自养微生物能量代谢机制的认识，为了解深部生物圈
及评估其在热液系统碳，硫和氢元素的生物地球化学循环过程中发挥的作用提供
参考价值。 
关键词：深海；硫微螺菌；硫氧化细菌；化能自养；热液口 
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Abstract 
Deep-sea hydrothermal vent communities are among the most productive 
oceanic ecosystems on the planet and are sustained by prokaryotic 
chemolithoautotrophic primary producers that use inorganic energy sources available 
and nutrients from hydrothermal fluids. The oxidation of reduced sulfur compounds 
such as H2S, S0, polysulfide and thiosulfate, coupled to reduction of O2 and/or nitrate 
is one of the predominant forms of energy metabolism of chemolithoautotrophs in the 
hydrothermal mixing zones, where chemical and physical characteristics are dictated 
largely by the interaction of hydrothermal fluid and bottom water. Thiomicrospira 
species are ubiquitous in deep-sea hydrothermal vents. However, we know a little 
about the physiological and metabolic features supporting them thriving in the special 
niche. 
In this report, a new isolate, designated Thiomicrospira sp. S5, was firstly 
isolated from the chimney samples of an active hydrothermal vent on Southwest 
Indian Ridge. Physiological characterization showed that it was a microaerobic 
chemolithomixotroph, and could grow with sulfide, thiosulfate, elemental sulfur , 
thiocyanate or tetrathionate as the energy source, and molecular oxygen as the sole 
electron acceptor. The isolate was able to grow chemolithoautotrophically with 
carbon dioxide and also utilized various organic substrates as carbon sources. Under 
optimum culture conditions, the growth rate of S5 was 0.35 h-1 and 0.59 h-1 with 
thiosulfate and sulfide as the solo sulfur source respectively, the sulfur-oxiding rate 
was 1.045mM/h using thiosulfate as the sulfur source. Intriguingly, during oxidizing 
sulfide and thiosulfate, Thiomicrospira sp.S5 formed extracellular globules of 
elemental sulfur with size varying from 0.7 ~ 6.0μm in diameter. Energy-dispersive 
X-ray analysis revealed that sulfur accounted for the major component of the globules, 
up to 71.31%. In addition, strain S5 also consumed hydrogen as the energy source.  
Genomic analysis indicated that the complete genome of strain S5 comprises 
2.77 Mb with a G+C content of 50.52 mol%. Gene annotation based on RAST 
indicated that a total of 2,598 genes were predicted, including 2,463 protein-coding 
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genes, 49 tRNAs, and 12 rRNAs. Comparative genomics with other members of the 
genus Thiomicrospira, including Thiomicrospira crunogena XCL-2, Thiomicrospira 
sp. MA2-6 and Thiomicrospira sp. XS5, which were also from deep-sea hydrothermal 
vents, revealed that stain S5 was similar to Thiomicrospira sp. MA2-6, but 
significantly different from T. crunogena XCL-2. Strain S5 was more complex in 
sulfur metabolism. It possessed the additional genes for flavocytochrome-c sulfide 
dehydrogenase (fcc), intracellular sulfur oxidation protein (DsrE/DsrF) and 
assimilatory sulfate reduction, which were all absent in T. crunogena XCL-2. 
Additionally, [NiFe]-hydrogenase genes for hydrogen consumption were different 
between Thiomicrospira sp. S5 and T. crunogena XCL-2. Our results indicated that 
the energy source versatility and the specific adaptations of genus Thiomicrospira into 
strikingly different habitats of deep-sea hydrothermal environments. 
Key words: Thiomicrospira, sulfur-oxidizing bacteria, chemolithoautotrophs, 
deep-sea hydrothermal vent. 
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